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RESUMEN 
La comunidad de Tnmdad de las Minas en el Distrito de Capira, Provincia de Panamá 
Oeste, se encuentra en una región con alta transnusión de leishmamasis cutánea Se 
registran entre 137 a 508 numeros de casos por año, con una incidencia que corresponde 
al 20% con respecto a todo el país El presente trabajo tiene como finalidad demostrar 
mediante análisis moleculares la prevalencia de infección por Lezshmarna spp y tos tipos 
de mgesta sanguinea en las especies de flebótomos más abundantes en el domicilio y 
pendomicilio, antes y después de una intervención con insecticida (Deltameirma) 
Utilizando trampas de luz HP se colectaron los flebotominos desde abril 2010 a junio de 
2011, dentro (domicilio) y alrededor (peridoiniciho) de 24 viviendas De 455 grupos 
analizados se obtuvieron 164 grupos positivos de las especies de flebotominos 
incnminadas en la transmisión de leishmamasis en Panamá Luizomyza trapidoz, Lu 
gomezi y Lii panamensis La prevalencia estimada a un nivel de confianza de 95% para 
grupos de tamaño de muestra vanables fue de 0 025 a 0 038 antes y después de la 
intervención realizada en la comunidad En la detección de la mgesta sanguínea resultó 
que las aves y los cerdos son de preferencia alimentaria, seguido por los humanos y los 
perros, indicando que son las principales fuentes alimentarias de preferencias por estos 
vectores Con las variables evaluadas se demuestra una dinámica ente la tasa de 
mfeccion e mgesta sanguínea antes y después de una fumigación con un insecticida 
utilizado comunmente para el control químico de mosquitos, sugiriendo la influencia de 
este tipo de intervención sobre la bionomia de estos vectores Los resultados confirman la 
infeccion de las principales especies de flebotommos antropofilicos con Lesshmania spp 
en este fóco de transmision y sustentan una estrecha asociación ente estas especies, los 
humanos y algunos animales domésticos 
.4 
ABSTRACT 
The community of Trinidad de las Minas m the [hstnct of Capira, Provrnce of West 
Panamá, is located rn a region where an mtense transmission of cutaneous leishinaniasis 
(CL) have been reported In ilus area, the mercase of CL cases ranges betwcen 137 to 508 
per ycar, with an mcidence that eorresponds to 20% of the whole country The purpose of 
this work is to demonstrate m this community, the prevalence of Leishmania spp 
infbction and host-blood feeding m anthropophilic and zoophilic sandflies, beibre and 
afier vector control mtervention with msecticide thermal foggmg (ff) From April 2010 
to June 2011, sandflies where collected using CDC hght traps, mside (domicile) and 
around (pendomicile) of 24 houses Of 455 analyzed pools, 253 resulted positives for 
PCR-ITSI Of them, 164 correspond to unportant Ieishmaniasis vectors found m this 
community Lu:zomyia Impido,, Lu gomezi and Lu panamensis The estunated 
prevalence to 95% for variable pool sae and perfect tests was 0 025 to 0 038 before and 
afier the mtervention respectively In the detecüon of host-blood feeding, it was fbund 
that birds and pigs were the main sources of blood, followed by humnns and dogs These 
findmgs demonstrate the dynamics of Lesshmania mfection and blood feeding m vector 
sandflies, before and afier an ITF, a method often used to control mosqwtoes and other 
arthropods ni Panma The results confirm the mfection of the mam species of 
anthropophilic sandflies with Le,shmanza spp m this hyperendemic focus of CL A close 
association between these vector species, humaus and sorne domestic animais was also 
supported 
INTRODUCCIÓN 
La Leishmaniasis está presente en cuatro de los cinco continentes y es endemica en 98 
paises, con más de 350 millones de personas actualmente en situación de riesgo (Anexo 
Fig 20) Aproximadamente 1,3 millones de nuevos casos se producen anualmente, de los 
cuales 300,000 son de la forma visceral y  1 millón son de la cutánea o mucocutánea 
(WHO, 2014) 
En Panamá, la LC es una de las zoonosis parasitaria más frecuentes, y un problema de 
salud importante, con una estimación de 3,000 casos nuevos por año (60-100 nuevos 
casos por 100,000 habitantes), aunque es probable una subestimación del 50% en este 
número (Miranda et al, 2009) Esta infección se concentra entre la poblacion marginada 
de Panamá, un factor que conduce a un aumento de la desigualdad y hmita las 
oportunidades de desarrollo humano en el país (Vásquez et al, 1998, Chaves et al, 2008) 
El 82% de estos casos provienen de zonas rurales y de poco acceso en las provincias de 
Bocas del Toro (29%), Cocle (16%), Panamá Oeste (17%), Colon (11%), Panamá Este 
(50/1) y Darién (4%), segun los informes epidemiológicos del Mmisteno de Salud (Minsa, 
2015) Unas de las posibles causas del incremento de la enfermedad es la alteración de la 
ecología de las poblaciones silvestre tanto del vector como de los hospederos, inducido 
por la fragmentación descontrolada de los bosques (Travi et al, 2002) 
Esta mfección es transmitida por la picadura de pequeños insectos dípteros flebotommos 
localmente conocidos como chitras, siempre asociados con ambientes boscosos y la 
presencia de animales silvestres que sirven como reservonos de la infección (Vásquez et 
al, 1994, Valderrama et al, 2008) Estos flebotommos se desarrollan en lugares humedos, 
tales como nidos, grietas de las rocas, madngueras de animales y corteza de árbol 
(Chnstensen et al 1983) 
Lernhmania (Viannia) panamensis es el agente causal mayormente involucrado en la LC 
en Panania (Miranda et al, 2009, 2012, Chaves et al, 2014), no obstante los reservortos 
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manuferos juegan un papel importante en la epidemiología y la transmision de 
Lezshmania spp, debido a su papel como fluentes de infección para los flebótomos 
vectores y los seres humanos (Chnstensen et al, 1983, Chaves et al, 2004, González et al, 
2015) 
Vanas especies de mamíferos silvestres, incluyendo perezosos y roedores, fueron 
identificados como reservonos de parásitos causantes de LC durante estudios pioneros 
sobre la eco-epidemiología de la enfermedad en Panamá (Chnstensen et al, 1983, Telford 
et al, 1972, Herrer y Chnstensen, 1980) El perezoso Choloepus hoffinannz es el principal 
reservono del parásito, pero otros mamíferos silvestres, como Bradypus variegahzs, 
Saguznus geoffroy,, Nasua Nasua, Polos flavus, Bassaricyon gabb;. Proechimys 
semzspmosus, gynnurus 1-Joplomys y Coendou rothschild,, también han sido identificados 
como reservonos y se ha establecido su papel como huespedes secundarios (Chnstensen 
et al, 1984, Méndez 1999, Valderrama et al, 2011) 
La evidencia obtenida hasta el momento del rol de los perros como reservonos de 
leishmamasis tegumentana es circunstancial, estos animales no han demostrado tener 
capacidad para actuar como reservono funcional (Reithinger y Davies, 1999, Padilla et 
al, 2002, Marco et al, 2005) Por lo tanto el papel epidemiologico de los mamíferos 
domésticos no está totalmente claro, sin embargo la infección canina es aparentemente 
frecuente en comunidades endémicas (Calzada et al, 2015) 
Los habitantes de las comunidades rurales ubicadas al oeste del Canal de Panamá con 
frecuencia son afectados por esta enfermedad parasitaria (Saldaña et al, 2013) Durante 
los ultimos 10 años se han observado importantes variaciones en el número de casos 
reportados de LC en esta región del país (de 300 a 890 casos/años) (Minsa, 2014) El 
aumento de los casos de leishmaniasis es debido a una combinación de multiples factores, 
que implica cambios en el china, comportamientos humanos, vectores y reservonos El 
patrón cambiante de la dispersion y la distribución espacial de los flebotomos a nuevas 
ubicaciones son factores criticos que pueden implicar un aumento del riesgo del contacto 
humano-vector (Valderrama et al, 2011) 
lA 
El conocimiento de los posibles reservonos implicados en un área afectada con 
leihmaniasis es esencial a la hora de decidir que se necesitan medidas de control a tomar 
En este sentido, el estudio de las fuentes de ingesta sanguínea de los vectores juega un 
papel esencial (González E et al, 2015) La amphficacion por reacción en cadena de la 
pohinerasa (PCR) y posterior secuenciación se utiliza ampliamente para estudiar las 
preferencias de mgesta sanguinea en los flebotominos y otros vectores como mosquitos o 
garrapatas (Kirstein y Gray 1996, Oshagi et al, 2006, Danabalan et al, 2014) Por lo tanto, 
diferentes técnicas moleculares como citocromo b (cyt b), citocromo oxidasa ¡ (COI) y 
cepfln prepronociceptm (PNOC) se utilizan para detectar el origen de las ingestas 
sanguíneas (Kocher et al, 1989, Haoaus et al, 2007, Abassi et al, 2009, González E et 
a1,2015) 
El estudio de estas caractensticas eco-epidemiológicas de los flebotommos permite 
evaluar los patrones de dispersión, mejorar el diseño de las estrategias de vigilancia 
vectonal y planificar medidas de prevención particulares para cada área endémica 
1c 
Casos de Leishmaniasis reportados en la República de Panamá 
por el MI NSA (1980-2015p) 
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1. MARCO TEÓRICO 
1.1 EPIDEMIOLOGÍA DE LA LEISHMANLASIS EN PANAMÁ 
Históricamente, los casos de LC en Panamá han fluctuado de manera irregular (Fig. 1), 
quizás reflejando períodos epidémicos. Sin embargo, estas fluctuaciones también pueden 
deberse en parte al considerable subregistro, debido a que esta enfermedad nunca ha sido 
momtoreada sistemáticamente en todo el país (Alvar el al, 2012). 
Fig. 1: Fluctuación de los casos de leishmaniasis reportados en Pan" desde 1980-2015p (Fuente: Informe 
de Epidemia logia del MINSA 1980- 2015p) 
La leishma.niasis cutánea es la forma más común de leishmaniasis reportada en la 
República de Panamá; sus manifestaciones clínicas van desde lesiones menores hasta 
úlceras graves en la piel (Christensen etal. 1972, 1983, 1984; Miranda el al, 2009). 
Por lo general, produce úlceras en las partes expuestas del cuerpo, como la cara, brazos y 
piernas. Puede haber un gran número de lesiones (a veces hasta 200) que puede causar 
incapacidad grave. Cuando las úlceras se curan, invariablemente dejan cicatrices 
permanentes. Las lesiones mucocutánea pueden conducir a la destrucción parcial o total 
de las membranas mucosas de la nariz, las cavidades y tejidos circundantes de la boca y 
la garganta (Fig. 2). Hay una carga psicosocial asociado con las deformidades de la 
leisbmaniasis cutánea y mucocutánea que pueden conducir a la exclusión de la sociedad 
debido a la creencia errónea de que la enfermedad es directamente contagiosa (WHO, 
2014). 
Fig. 2: Formas clínicas de la Leishmaniasis: Cutánea, Mucocutánea y Visceral (izq. a der). 
En Panamá se registró por primera vez en 1910. Un total de 15 casos se reportaron 
durante 1910-1944. Desde 1977 ha aumentado el número de casos de LC, la causa 
principal de este aumento era el creciente número de personas que emigraron a nuevos 
asentamientos en las zonas endémicas (regiones del norte, este, y centro-sur) (Darling, 
1910; Valderrama et al, 2011). 
Informes epidemiológicos del Ministerio de Salud indican que desde 1980-1999 se 
reportaron 25,337 casos de LC y en los últimos años del 2000 al 2015, se han reportado 
34,310 casos que se distribuyeron en las 14 regiones de salud del país: Bocas del Toro 
(29%), Coclé (16%), Colón (11%), Chiriquí (2%), Darién (4%), Herrera (0.1%), Los 
Santos (0.3%), Panamá Metropolitana (5%), Panamá Este (50/1), Panamá Oeste (171/0), 
San Miguelito (3%), Ngobe Buglé (41/o), Guna Yala (0.2%) y Veraguas (4%), según 
datos publicados por la Sección de Epidemiología, de la Dirección General de Salud 
Pública del Ministerio de Salud de Panamá (Minsa., 2015) (Fig. 3). 
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Fig. 3: Porcentaje de los casos de Leishmaniasis reportados en las 14 regiones de Salud en la República de 
Panamá (Fuente: Informe anual del Depto. De Epidemiología del Ministerio de Salud, 2015). 
Recientemente, algunos investigadores han sugerido una tendencia al aumento en el 
número de casos de LC, y se atribuye a diversos factores de riesgo: 
1- Falta de tratamiento médico: en parte porque los que están más afectados viven en 
zonas remotas y con frecuencia no buscan atención médica (Miranda et al, 2009; 
WHO, 2014). 
2- Malnutrición: Las dietas bajas en proteínas, hierro, vitamina A y zinc 
aumentan el riesgo de que la infección progrese (OMS, 2015). 
3- Condiciones socioeconómicas: la pobreza aumenta el riesgo de leishmaniasis. 
Las malas condiciones de vivienda y las deficiencias de saneamiento de los 
hogares (por ejemplo, la ausencia de sistemas de gestión de residuos, 
alcantarillado abierto) pueden promover el desarrollo de los lugares de cría y 
reposo de los flebotonunos y aumentar su acceso a la población humana. Los 
flebótominos se ven atraídos por el hacinamiento, ya que constituye una buena 
fuente de ingesta de sangre. Las pautas de comportamiento humano (por 
ejemplo, dormir a la mtempene o en el suelo) también es probable que 
aumenten el riesgo El uso de mosquiteros tratados con insecticida reduce el 
riesgo (OMS, 2015) 
4- Movilidad de la población el aumento de la migración humana en las zonas 
endémicas de leishnmniasis que exponen a las personas no inmunes a la 
transmisión (Aagaard-Hansen et al, 2010) La exposición en el trabajo y el 
aumento de la deforestación siguen siendo factores importantes Por ejemplo, 
asentarse en zonas previamente boscosas significa acercarse al hábitat del 
flebotomino, lo que puede llevar a un aumento rápido del número de casos (OMS, 
2015) 
5- Cambios ambientales y ecológicos que desencadenan la adaptación del vector a 
los asentamientos humanos en el medio ambiente de los ecosistemas de bosques 
alterados que pueden influir en la dinámica de la infección, lo que hace un control 
aún más dificil (Zeledón, 1992, Crwn et al, 2005, Valderrama et al, 2008, 
Restrepo et al, 2011, Saldaña et al, 2013, Calzada et al, 2013, Chaves et al, 2013, 
Dutary y Loaiza, 2014) 
6- Cambio Climático La leishinamasis es sensible a las condiciones climáticas, y los 
cambios en las precipitaciones, la temperatura y la humedad influyen en gran 
medida en la enfermedad El calentamiento de la tierra y la degradación del suelo 
afectan en muchos aspectos a la epidemiología de la leishmaniasis, por ejemplo 
los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad pueden tener efectos 
importantes en los vectores y los reservonos animales, al alterar su distribución e 
influir en las tasas de supervivencia y el tamaño de la población, pequeñas 
fluctuaciones en la temperatura pueden tener un acusado efecto en el ciclo de 
desarrollo de los promastigotes de Leishmania en los flebótomos, y permitir que 
el parásito se Iransmita en zonas donde la enfermedad no era previamente 
endémica, las sequlas, las hambrunas y las inundaciones que se producen como 
consecuencia del cambio clunatico pueden llevar a desplazamientos masivos y la 
migración de personas hacia zonas de transmisión de la leishmaniasis, y la 
4 n 
desnutrición puede debilitar la inmunidad de las poblaciones afectadas (OMS, 
2015) 
1.2 GENERALIDADES DE LOS FLEBOTOMINOS 
1.2.1 Taxonomía y Distnbución 
Los flebotominos (del griego phlebos, vena y tomos, cortar) son pequeños mscctos 
categonzados taxonómicainente dentro del Orden Diptera, Suborden Nematocera, 
Familia Psychodidae Newman, 1834, sublhmilia Phlebotominae Rondani, 1856 
(Contreras G, 2013) 
En general, se consideran 7 géneros descritos dentro de la subfamilia Ph]ebotominae 
Phlebotomus Rondani y Berté 1840, Sergentomyta Rondan¡ y Berté 1920, Lutzomyia, 
Brumptomy:a França y Parrot 1921, Wanleya Hertig 1948, posteriormente, Leng (1987) 
incluye el género monoespecí.fico Chm:us y Galati (2003) considera al género llertigia 
Fairchild 1949 dentro de la subfamilia Phlebotominae 
En América ocurren los géneros Brumptomy:a, Wanleya, ifertigia y Lulzomyza (Young y 
Duncan 1994, Bejarano 2006, Galati 2003, Galati 2010) El género Brumptomyia lo 
confbrman 26 especies asociadas con ecosistemas conservados (Barrett et al, 1996, 
Bejarano, 2006) y se distnbuyen desde el sur de México hasta el norte de Argentina 
(Young y Duncan, 1994, Ibáñez, 1999, Ibáñez et al, 2006) El género Wanleya agrupa 
ocho especies distribuidas desde Costa Rica hasta Bolivia (Young y Duncan, 1994, 
Galati, 2010) y el género h'erng:a es considerado monotípico registrado solo para Costa 
Rica y Panamá (Lewis et al, 1977, Galati, 2003, 20 10) Las especies de estos tres géneros 
no son hematófagas y no presentan imphcacion alguna en la trasmisión de agentes 
patógenos que afecten al humano (Young y Duncan, 1994, Mustermann, 2004) Por el 
contrano, en el género Lulzomyta se ubican todas las especies de interés en salud pública 
Las revisiones realizadas por Martms, Williams y Falcáo (1978) y  Yotmg y Duncan 
(1994), así como la documentación electrónica producida por el grupo CEPA 
(Computerauled Identification of Phlebotomme sandhes of Ainerica) 
(http //cipa snvjussieu frO constituyen documentos imprescindibles en el estudio de la 
sistemática, taxonoinia y distribución geográfiea'de este grupo de insectos en América 
1.2.2 Biología y Ecología 
En Panamá los vectores de la leishmamasis (Lulzomyta) son conocidos comumnente 
como "chin-as" (Valderrama et al, 2008) Son insectos con metamorfosis completa 
(holometábolos) que incluye la fase de huevo, larva, pupa y el adulto (Molina, 1994, 
Young y Duncan, 1994, Killick-Kendnck 1999, Munstermann, 2004) 
Estos dípteros son ~tos pequeños, de 3 a 5 mm de longitud, no poseen ocelos Su 
coloracion general es amarillenta o castaña Los ojos son grandes y redondos Las antenas 
son alargadas, filiformes con 16 segmentos con setas ampliamente esparcidas Sus 
apéndices bucales forman una proboscis que consiste del labro- epifaringe, Iupofannge, 
dos mandibulas y dos maxilas El tórax es algo robusto con una clara separación entre el 
protórax y mesotórax Las alas son lanceoladas, relativamente grandes y setosas (Eldndge 
y Edman, 2000) 
El abdomen consta de seis a ocho segmentos En el macho se destaca una genitalia 
conspicua la cual es fuerte y capaz de sujetar a la hembra durante la fecundación para 
depositar su semen en la espermateca de ésta Los últimos segmentos abdominales en la 
hembra constituyen dos lóhulos laterales y dos cerci (Fig 4) (Eldndge y Edman, 2000) 
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Fig. 4: Características de dimorfismo sexual entre el macho y la hembra de Luzornya (Fuente: 
https :/!www.ernaze.com/@ATFWWQWfFlebotomçs). 
Los adultos de ambos sexos se alimentan de los azúcares producidos por las plantas, 
áfidos y/o coccidios (Lucientes et al. 2005). Las hembras también son hernatófagas, 
condición necesaria para la maduración de los huevos (Zhioua y Chelbi, 2005). Las 
fuentes sanguíneas están representados, por hospederos vertebrados endotérmicos 
(ganado, perros, roedores y hombre) y los vertebrados exotérmicos, como los reptiles y 
anfibios (Depaquit y Léger, 2007). 
En cuanto a la forma de alimentación, los flebotominos son considerados telmófgos, es 
decir que la hembra para al mentarse debe cortar con su aparato bucal la piel y producir la 
ruptura de los vasos sanguíneos y luego de la formación de una acunulación de sangre, la 
hembra se alimenta (Lucientes et al. 2005; Munstermann, 2004; Depaquit y Léger, 2007). 
Es esta necesidad de alirnentarse, la que conduce a desempeñar el papel como vector 
demostrado, natural y experimentalmente, de diversos agentes patógenos para los seres 
humanos (KillickKendrick, 1999; Manstermann, 2004, Contreras, 2013). 
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Para ser considerado vector de riesgo para el ser humano de Leishmania sp , una especie 
de flebotommos debe cumplir con una serie de criterios (Young y Lewyer, 1987, Kilhck 
y Kendnck, 1990) 
1) Antropofiha y zoofilia, 
2) desarrollo del parásito en el intestino, 
3) contacto vector—humano, 
4) presencia del parásito y de la especie de insecto en la misma zona geográfica, 
5) identificación del parásito aislado del hombre, del insecto y del reservono en repetidas 
ocasiones, 
6) determinar la capacidad de transmitir el parasito por picadura 
Y más recientemente se ha incorporado la correlacion estadística entre abundancia y 
distribución de flebótomos, y la incidencia de la enfermedad (Vásquez Trujillo, 2011) En 
muchas ocasiones estos criterios son dificiles de probar en su conjunto y diversos autores 
involucran vectores de manera condicional en diferentes áreas, aunque con suficiente 
evidencia molecular y/o ecológica de su participación en el ciclo de transmisión de la 
leishmaniasis (Salomón et al, 2009, 2010, Fernández, 2012) 
Las "chitras" al igual que otros Phlebotominae son de condición terrestre y arbórea 
Suelen reposar en los huecos de los árboles, cuevas, termiteros, madrigueras de roedores 
y de otros animales, grietas y las oquedades de rocas o en la corten de ciertos arboles 
Estas son áreas que mantienen la humedad favorable y las protegen la luz y del viento 
Estas mosquitas son activas en la noche, durante el crepusculo y en días oscuros, siempre 
y cuando no haya viento Su vuelo es lento, silencioso, interrumpido y de un alcance 
limitado, el cual, generalmente fluctua entre 100-200 metros, no obstante, bajo la 
influencia del viento, alcanzan un distancia mayor (Méndez, 1999) 
Los adultos de algunas especies de "chitras" tienen un fototropismo positivo, por lo que 
son atraídos por la luz en arcas rurales y a veces penetran en las habitaciones humana, 
gallineros, establos y otros recintos, pudiéndose realizar una transmision dentro de las 
áreas habitadas por el hombre (Méndez, 1999) 
La identificación de los flebotominos se basa en características morfológicas, tanto del 
macho como de la hembra, principalmente de las gemtahas, la longitud y disposicion de 
las venas de las alas y el aparato picador (fannge y cibanum) Para resolver problemas de 
identificación, se dispone de técnicas como la electroforesis de isoenzimas, la 
cromatografla en fse gaseosa ylas sondas de ADN (Anas et al, 1996) 
Hay cerca de 900 especies, las cuales tienen una amplia distribución mundial en áreas 
tropicales y subtropicales, desde bajas altitudes a nivel del mar, hasta los 3 200 msnm 
aproximadamente (Young y Duncan, 1994, Montoya-L~ y Ferro, 1999, Contreras, 
2013) En Panamá solo 74 de estas especies se encuentran distribuidas en zonas boscosas 
(Feliciangeli, 1988, Chnstensen, 1972, Herrer y Chnstensen, 1976, Valderrama et al, 
2008) 
La evidencia de estudios panameños sugiere que hay seis especies de Lu:zomyia o 
"chitras" transmisoras de LC en arcas endémicas de Panamá Lii trapido: (Fairchild & 
Hertig), Lii panamensis (Shannon), tu yleph:Ietor (Fairchild & Hertig), Lii gomezi 
(Nitzulescu), Lii sanguinaria (Fairchild & Hertig) y tu carrera: thula (Young) 
(Chnstensen y Herrer, 1973, Young y Duncan , 1994, Valderrama et al, 2008, Dutan y 
Loaiza, 2014) 
En general, estas especies son oportunistas, lo que los convierte en potenciales 
transmisores de patógenos a través de rango de hospederos de ammales silvestres, 
animales domésticos y los seres humanos Sm embargo, como se ha señalado antes, en 
deternunadas circunstancias algunas especies pueden también ser hospederos-especifico 
(Dutany Loaiza, 2014) 
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1.2.3 Ciclo de Vida 
El desarrollo de los flebotommos ocurre a lo largo de varios estados de desarrollo: huevo, 
larva (4 instares larvales), pupa y adulto (Fig. 5) (Young y Duncan, 1994). 
El ciclo de vida completo dura alrededor de 45 días. En estudios efectuados en colonias 
experimentales se han registrado rangos que varían desde los 26 a 56 días a partir del 
huevo hasta la eclosión de los adultos, o de 59 a 121 días considerando el ciclo completo, 
dependiendo de la especie, de los recursos disponibles y de las condiciones de humedad y 
temperatura en el ambiente y sustrato (Rangel et al, 1985, 1986; Escovar et al, 2004; 
Fernández, 2012). 
Se ha registrado que en condiciones de temperatura por encima de las consideradas 
óptimas por ensayos de laboratorio para la mayoría de las especies neotropicales (25°-
27°) el ciclo biológico se completa de manera más rápida; y a medida que Ja temperatura 
disminuye el ciclo se torna más lento (Sherlock et al, 2003). 
Fig. 5: Ciclo de vida del €lebotornino. a) Adultos <5 mm, huevos 0,3 mm de longitud y 0,1Omm de ancho; 
larvas 0,4 a 0.7rnm y pupas 2,5 a 2,8mj-n (Fuente: WHOrrDRlStammers, Fiocruz Salvador, Brasil, 
CeNDtE). 
En relacion a la humedad, se han obtenido resultados de ciclos completos en colonias 
experimentales trabajando con una humedad relativa de alrededor del 80% (Rangel et al, 
1985), siendo que la mayona de las especies neotropicales no sobreviven en condiciones 
de humedad relativa menores al 50% (Sherlock et al, 2003) 
Los huevos son ovalados, de 0 350 mm de largo por 0 100 mm de ancho, con superficie 
escamosa, y dibujos de interés taxonómico (Ziminerman el al, 1977) y la postura se 
realiza en áreas sombreadas con elevada humedad relativa, temperatura constante, con 
suelos arenosos ricos en materia orgánica, que permiten ahmentar las larvas cuando 
eclosionan (Dougherty ci al, 1992, Young y Duncan, 1994, Munstermann, 2005) 
Las larvas sufren tres mudas (larvas 1 a IV) antes de pasar a pupa a partir de la cual 
emerge el adulto Una vez producida la muda imaginal, la hembra tarda entre 1 y 4 días 
en hacer su primera mgesta de sangre y de 3 a 10 días despues realiza la primera 
ovipostura, que pueden llegar a ser de hasta alrededor de 100 huevos (Salomón, 2005), 
pero con un amplio rango de vanación (Rangel et al, 1985) La longevidad de los adultos 
en condiciones naturales es prácticamente desconocida, pero estudios de laboratorio han 
demostrado que en condiciones controladas pueden vivir entre 20 y 30 días (Sherlock et 
a1,2003) 
1.3. INFECCIÓN P011 LEJS!DLINJA SPP. 
Los parásitos del género Leishmarna son organismos unicelulares pertenecientes al reino 
Protozoa, orden Kinetoplasnda, familia Trypanosomaudac, se divide en dos subgéneros 
(Leishman,a y Viannia), el subgénero Leishmania se divide a su vez en cinco complejos, 
donovan,, trópica, majar, aeth:opica y mexicana, el subgénero Viannia en braz:l,ens,s y 
guyanens,s (Bermudez et al, 2005) 
Los complejos braziliensis, mexicana y dono vani son los principales agentes de la 
leishmaniasis en muchas áreas tropicales y subtropicales de América, donde los humanos 
son solo huespedes accidentales en el ciclo de vida del parásito Los protozoarios 
flagelados de este género son capaces de producir un amplio espectro de enfermedades en 
los humanos que van desde algunas mfeceiones asintomáticas a horribles lesiones 
desfigurantes del rostro como el caso de la !eishmaniasis mucosa (espundia), o a la fatal 
forma visceral de la enfermedad (Miranda et al, 2009) 
En Panamá, se han descrito cuatro especies de Le,shman,a potencialmente patógenos 
para los seres humanos Le (Viannia) panamensis, Le (Lesshmanza) mexicana, Le 
(Leishmania) amazonensis y Le (Viannia) colombiensis La más frecuente es Le 
(Viannia) panamensis, extendida por todo el país y responsable de la mayoría de los 
casos diagnosticados en el Instituto Conmemorativo Gorgas (Chnstensen et al, 1972, 
Vásquez et al, 1998, Miranda et al, 2009, Chaves et al, 2014) 
Se han reportado pocos casos esporádicos de LTA causadas por Le mexicana y Le 
amazonensts (De Vasquez et al, 1990, Christensen et al, 1999) Le colombiensis fue 
aislada de cuatro flebótomos y un perezoso en Panamá (Kreutzer et a!, 1991) Otras dos 
especies de Leishman,a han sido reportados en Panamá pero nunca se han aislado de 
seres humanos Le henigi, que tiene como reservono natural el puercoespín (Coendou 
rothschild,), con una tasa muy alta de infección (89%) y Le aristides, se aislo a partir de 
Oryzomys capilo, Agoasi poca, Marmosa rob,nson, y Proechimys semispinosus (Flerrer, 
1971, Herrer et al, 1971, Miranda et al, 2009) Otra cepa, Le naiffi, se ha encontrado 
recientemente en las poblaciones de Lutzomyia gomezi y Lutzomyia trapulo,, pero no se 
ha documentado la infeccion en humano, ni se conoce sus reservonos (Azpurua et al, 
2010, Valderrama et al, 2011) 
En la naturaleza las especies de Le,shman,a son transmitidas por la picadura de un 
insecto flebotomino hembra infectada Estos parasitos tienen dos estadios distintos en su 
ciclo de vida (Fig 6), una forma móvil flagelada que vive extracelulannente en el tracto 
digestivo del insecto vector llamado promastigote y una forma no flagelada que se 
encuentra intracelulannente en el sistema fagocítico mononuclear del huésped 
vertebrado, el aniasbgote (Bermudez et al, 2005, Reithinger et al, 2007) 
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Fig. 6 Cuc o de transmision de la Leishmaniasis (adaptado de "Centre for diseases control and prevention - 
CDC-, httpi/www cdc govO No todos los mamíferos (silvestres, comensales, domesticos, e incluso el 
hombre) contraen la enfermedad y/o funcionan como reseivonos esto es dependiente del agente etológico, 
de la especie del vector involucrado y de los escenarios de ~misión 
Las condiciones del ecosistema donde se realizan los muestreos, permite suponer que la 
relación de los flebotommos con la aparición de casos de leishmamasis podría estar 
definida por vanos factores La deforestacion, que ejerce un efecto negativo en la 
abundancia y diversidad de los flebotommos y expone a la poblacion humana a la 
picadura de las especies antropofilicas aumentando la posibilidad de infectarse (Travi et 
al 2002, Silva et al 2007) Así mismo, actividades dianas necesarias para el 
sostenimiento de la población, como la agricultura y la migración fluvial, también 
podrían influir directamente en la apanción esporádica o en el establecimiento de un foco 
de leishmaniosis cutánea en esta área (Anas et al, 1996) 
El tratamiento y el pronóstico tienen que ser individualizada, haciendo esencial el 
diagnóstico especifico de la especie del parásito (Grevelmk y Lerner, 1996) Apane de las 
diferencias mínimas en la distribución de Lezshman,a en el tracto digestivo del vector 
(Shaw y Lamson, 1987), las formas flageladas de este parásito son mdistmgwbles entre 
las especies, lo especifico del diagnóstico en investigación microscópica óptica rutmana 
es imposible (Michalsky et al , 2002) Los flebótomos deben ser frescos, y se necesita una 
considerable habilidad y expenencia para el estudio de estos pequeños individuos 
Aunque el procedimiento toma un tiempo relativamente largo, un gran numero de 
muestras tienen que ser examinados para obtener datos informativos para cada arca, 
debido a que la tasa de infección del flebotonuno con Leishmania es generalmente muy 
baja (0,01-1%), incluso en zonas endémicas (Kato et al, 2007) 
En las regiones endémicas, vanas especies de Leishman,a pueden coexistir La 
identificacion de las especies que infectan, basados en los sintomas climcos es dificil, ya 
que vanas especies pueden causar tanto LC y LMC (Monroy-Osiria et al, 2014), debido a 
esto los enfoques moleculares han permitido recientemente el diagnostico de 
enfermedades infecciosas basados en la reacción de la cadena de la polimerasa de (PCR) 
Esta técnica ha permitido la identificación de varias especies de parásitos (Oskam et al, 
1996, Árez et al, 2000) y podna ser valiosa en la detección de Leishmania en los 
flebótomos (Cabrera et al, 2002, Santamana et al, 2005) 
Además, los informes indican que la respuesta a fármacos terapéuticos pueden variar 
entre diferentes especies presentes en la misma zona (Romero et al, 2001) La 
confirmación diagnóstica y la correcta identificación de las especies de Leishmania son 
importantes para las apropiadas terapias especies-especificas, asi como estudios 
epidemiológicos (Monroy-Cistria et al, 2014) 
El enfoque de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollado como una 
alternativa a los procedimientos de diagnóstico existentes, tales como la detección directa 
de los parasitos mediante examen microscopico de las muestras clínicas o por el cultivo 
Vanos dianas moleculares para una PCR de diagnóstico se han evaluado en Leishmania 
incluyendo minicircle cinetoplasto ADN (kDNA) (Hernández-Montes, 1998), el gen 
mmiexon (RNA empalmados líder) (Fernandez et al, 1994), la gp63 PCR-RFLP (Victoire 
et al, 2003) y el espaciador transcnto interno (ITS) entre otros (Davila y Momen, 2000, 
Bensoussan et al, 2006, Reithinger y Dujardin, 2007) 
1.4. INGESTA SANGUÍNEA 
Los hospedadores reservonos de Leishman:a spp (Mamífero que mantiene el parásito 
circulando en la naturaleza) es conocido sólo en algunos escenarios de transmisión y se 
han descrito diferentes reservonos de leishmaniasis, segun las caracterisucas del ciclo de 
transmisión (región geográfica del planeta, bioma, el o los agentes enológicos, el o los 
vectores mvolucrados) (Fernández, 2012) El mantenimiento del ciclo ecológico de la 
Lezshman,a involucra muchas veces ini número pequeño de especies vectores y 
reservonos vertebrados (WHO, 2010) 
También pueden existir mamíferos que, aunque contraigan la infección no juegan un 
papel en el mantenimiento del sistema ecológico, estos son los hospederos accidentales 
Los reservonos, sean silvestres o domésticos, pueden o no mostrar signos de la infección 
y en algunos casos también pueden morir a causa de ella La mcnzninación de un 
hospedador reservono o comunidad de reservonos en muchos de los escenarios de 
transmisión de Lezshman:a spp suele ser dificultosa, pero una vez que esto ocurre se 
toma una inforinacion valiosa para estudiar la dinámica de la infección (Ashford, 1997, 
Haydon eta], 2002, Fernández, 2012) 
Los criterios definidos para la incriminación de reservonos de Lezshman,a spp, según la 
WHO (20 10) son 
1) un reservono deberla ser suficientemente abundante y longevo para proveer de una 
fuente de sangre significativa a los vectores, 
2) debe existir contacto intenso entre vectores y reservonos, por ejemplo, el contacto 
existente entre vectores y reservonos en cuevas y refugios, 
3) la proporción de mdividuos mfectados en la población debería exceder el 20%, aunque 
esta prevalencia puede variar de manen estacional, 
4) el periodo de infección en el reservono deberla ser suficientemente largo y la infección 
debería ser suficientemente no patogénica como para pernutir a los parásitos sobrevivir 
en alguna estación donde no exista transmisión, y 
5) los parasitos deben estar disponibles en la piel o en la sangre en número suficiente para 
ser tomados por los vectores 
Es muy amplia la lista de mainiferos domésticos o silvestres mcnminados como 
reservonos e incluye a marsupiales, cánidos, roedores, edentados, msectivoros, eqwnos y 
primates, incluido el hombre, dependiendo del contexto eco-epidemiológico (Fig 7) 
(Telford, et al, 1972, Herrer y Christensen, 1980, Chnstensen et al, 1983, (3rimaldi y 
Tesh, 1993, Ashforcj, 1996, WHO, 2010, Santamaria et al, 2006, Ready, 2008, 
Fernández, 2012, Gonzalez et al, 2015) 
Para el caso de las Le,shman:a spp causantes de Ieishmaxuas,s tegumentarias, el o los 
reservonos aun no han sido mcnmmados con certeza para la mayor parte de las especies 
que circulan en la región neotropical Se han realizado diversos estudios que indican que 
los roedores y/o edentados podrian estar actuando como reservonos (Mego y Barbosa, 
1985, Ashford, 1996) 
Oiyc..ys c' 
'.: :: 
Ca..z Lf.uik.0 
Fg 7 Principales reservorios silvestres de Ieishmanias!s en Panarna 
Ashford (1997), menciona para el nuevo mundo a los edentados Choloepus spp. 
(Megalonychidae) y Bradypus spp. (Bradypodidae) y a los roedores Ototylomys phyliois 
(Merriam). Neotoma micropus (Baird) (Cricetidae), Proechimys spp. (Ecftimyidae) y 
Cuniculus paco (Lirw aeus) (Muridae). 
En estudios puntuales se ha aislado Leishmonia sp. y discutido en algunos casos el papel 
como reservorio o reservorio potencial en Oiotylomysphyllotis (Wynsberghe et a], 2000), 
Sigmodon hispidus (Say y Ord) (Muridae), Raitus rattuS (Oliveira et al, 2005; De Lima et 
al, 2002; Brandao et al, 2003), Neotoma micropus (Raymond et al, 2003), Thrichomys 
apereoides (Lund) (Echimyidae) (Oliveira et al, 2005), Nectomys squampes (Brants) 
(Muridae), Bolomys lasiurus (Lund) (Muridae), Holochifus sciureus (Wagner) (Muridae), 
Akodon cursor (Winger) (Muridae), Marmosa sp. ((ii-ay) (Didelphidae), Didelphis 
albiventris (Lund) (Didelphidae) (Scballig et al, 2007; Brandao et al, 2003), Choloepus 
hoffmanni (González et a], 2015), 
Onmaldi y Tesh (1993), completan esta lista de reservonos probables o sospechosos de 
L brazilsensis con roedores de los géneros Oryzomys, Rhipidomys (Mundae) y 
Proechimys (Echimyidae), además de mencionar a edentados, marsupiales, equinos y al 
pero doméstico Sin embargo, el papel de estos ultimos en el ciclo de transnusión de la 
leishmamasis cutánea aun no es claro Silva y col (2005), sugieren que tanto perros, 
caballos y mulas podrían ser reservonos secundanos, pero el desarrollo de las lesiones en 
estos animales sugiere que ellos son hospedadores accidentales, al igual que el humano 
La evidencia obtenida hasta el momento del rol de los perros como reservonos de 
leishmaniasis tegumentaria es circunstancial y estos no han demostrado tener capacidad 
para actuar como reservono funcional (Reitiunger y Davies, 1999, Padilla et al, 2002, 
Marco et al, 2005), al igual que el ser humano y se requieren investigaciones mas amplias 
y precisas para involucrarlo (Reithmger y Davies, 1999, Fernández, 2012) 
Algunas especies de flebotominos son especie-especificas con la especie de vertebrado de 
la que realizan la ingesta de sangre, aunque usualmente son más generahstas, pudiendo 
ingerir sangre de varias especies de mamíferos (Sherlock et al, 2003) Por ello el radio de 
vuelo, en ambientes domésticos y pendomésticos, está condicionado por la oferta y 
distribución de fuentes de alimento (WHO, 2010) Entre otros estímulos que atraen a los 
flebotomos hasta su hospedador, se ha descnto a la temperatura y al olor corporal 
(Sherlock et al, 2003) A diferencia de otros nematócera hematofagos, tanto machos 
como hembras son atraídos al hospedador vertebrado, generalmente llegando los machos 
primero y atrayendo a las hembras con las que copulan luego que estas se alimentan 
(Fernández, 2012) 
Hasta hace poco, la identificación de mgesta sanginnea en flebotommos se había 
limitado a estudios serológicos utilizando ELISA (Gómez el al, 1998, Agrela et al, 2002, 
Bongiorno et al, 2003, Svobodová et al, 2003, Marassa et al, 2006 y Rossi et al, 2008), 
contra-mmunoelectroforesis (Morsy y col, 1993), la difusión en gel de agarosa 
(Snnivasan y Pamcker, 1992), la prueba de precipitación (Tesh y col, 1971, Tesh et al, 
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1972 , Javadian et al, 1977, Mornson et al, 1993, Nery et al, 2004 y  Afonso et al, 2005) y 
una tecnica histológica más laborioso (Guzmán et al, 1994) El primer método basado en 
la PCR usando el gen prepronociceptm fije descrito por Haouas et al, (2007) Aunque 
estos métodos han proporcionado información importante sobre la identidad de los 
huéspedes vertebrados de muchos artrópodos que se alimentan de sangre, toman mucho 
tiempo y carecen de sensibilidad 
La identificación basada en PCR de las mgestas de sangre del huesped vertebrado es una 
alternativa potencialmente conveniente, que ya ha sido realizado en vanos vectores 
incluyendo garrapatas (Pichon et al, 2003 y Estrada-Peña et al, 2005), Inatonunos 
(Bosseno et al 2006 y Pizarro et al, 2007) y mosquitos La PCR basado en cebadores 
diseñados a partir de alineamientos multiples del gen citocromo b mitocondnal han 
identificado anfitriones de mamiferos y aves de diversas especies de mosquitos (ONG y 
Kramer, 2003, Kent y Noms, 2005, Molaei et al, 2006, Kent et al, 2006) También se 
utilizo el análisis de PCR-RFLP del citocromo b, para identificar el origen de mgestas de 
sangre en la garrapata Ixodes ricinus (Kirstein y Gray, 1996) y la mosca tsé-tsé (Steuber 
et al, 2005) 
Sin embargo, la conservación de muestras en condiciones de campo, junto con la 
necesidad de un método rapido y sensible para identificar los hospederos de los 
flebotominos es Importante para el estudio de asociaciones de vectores con los 
vertebrados, asi como para mejorar las intervenciones actuales de control vectorial 
(SanfAnna et al, 2008), ya que muchas veces las estrategias de control se basan en 
prevenir la transmision desde el reservono en lugar de interrumpirla desde el vector 
(Haydon et al, 2002) 
2. HIPÓTESIS 
Las especies antropofilicas de Lutzomyia presentan una variación en la tasa de infección 
con parásitos del género Leis/imania spp en el donucilio o en el pendomicilio, antes y 
despues de realizar una mtervencion con insecticida, que puede estar asociada a una 
fluente alimenticia especifica 
3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo General 
Estudiar la prevalencia de infeccion por Leishmarna spp y el tipo de mgesta sanguinea en 
las principales especies de Lulzomyza antropofilicas presentes en una comunidad rural 
endémica a Leishmamasis Tegumentaria en la provincia de Panamá Oeste 
3.2 Objetivos Específicos 
(1) Determinar la composición y abundancia de las especies antropofilicas del género 
Lutzomyia en el domicilio y pendomicilio de las viviendas antes y despues de una 
intervención con insecticida en la comunidad de Trinidad de las Minas, en Capira 
(2) Identificar mediante el espaciador transcrito Interno (PCR ITS-I) la infección por 
Lezshman,a spp y la tasa de prevalencia de infección, en las principales especies 
antropofilicas del género Lutzomyia presentes en el domicilio y pendomicilio de las 
viviendas 
(3) Establecer el tipo de mgesta sanguinea en las principales especies antropofilicas del 
género Lulzomyia presentes en el domicilio y pendomicilio de las viviendas, utilizando 
el marcador Citocromo b (Cyt b) de vertebrados 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1 Área de Estudio 
La Comunidad Trinidad de las Minas (8o4632FN; 
 79°59'45' W), ubicada en el Distrito 
de Capira, en la Provincia de Panamá Oeste (Fig. 8), presenta un clima con una estación 
seca (diciembre a marzo) y una lluviosa (abril a noviembre), la temperatura media es de 
26° C todo el año y la precipitación puede variar entre 28 a 570 ruin3 por mes (Calzada et 
a1,2013). 
Fig. 8: Ubicación geográfica de La Comunidad de Trinidad de las Minas, Distrito de Capira, Panamá 
(Fuente: Googlemaps, 2016). 
Esta zona es ecológicamente clasificada como bosque húmedo tropical de tierras bajas 
(Fig. 9). Durante los últimos años la vegetación nativa regional ha sido destruidn 
principalmente para el desarrollo agrícola y el bosque se ha convertido en zona de 
transición, con algunas especies xerófilas de hojas caducifolias (Calzada et al, 2013; 
Chaves et al, 2013). 
n  
Fig. 9 Características de la vegetación de la comunidad de Trinidad de las minas, constituido por un 
bosque hómedo tropical. 
Se escogió esta comunidad, Trinidad de las Minas, en el Distrito de Capira, por ser un 
foco de transmisión endémica de LC (Fig. lO). En esta área, el incremento de los casos 
oscila entre 137 a 508 por año, con una incidencia que corresponde al 20% de todo el 
país (Valderrama, 2012). Se realizó durante el estudio dos intervenciones con 
termonebulizaciones con insecticida Deltametrina en el domicilio y peridomicilio (Junio 
2010 y Enero 2011), porque no se había realizado anteriormente ninguna actividad de 
control vectorial en esa comunidad (Fig. 11). 
Fig. 10: Características de las viviendas encontradas en la comunidad de Trinidad de las minas, foco de 
transmisión de LCA. 
Fig. II: Aplicación de termonebulización con Deltametrina en las viviendas durante el estudio. 
4.2 Colecta de los Especímenes 
Los especimenes füeron colectados durante los meses de Abril 2010 a Jumo de 2011, se 
colocaron Trampas de Luz HP con baterías (trampa para flebotommeos HP 
Eqwpamientos e Instrumentos Biomédicos Industria y Comercio LTDA, Brasil), dentro 
de la vivienda en el dormitorio principal (domicilio) y alrededor de la vivienda a una 
distancia no mayor de lO mts (peridomiciho) de 24 viviendas escogidas al azar, durante 
12 horas (6 00 pm a 6 00 am) (Fig 12 y  13) Los especimenes colectados se preservaron 
en envases plásticos con etanol 70% previamente etiquetados, para ser transportados al 
laboratorio del ICGES donde fueron identificados de acuerdo a sus caractensticas 
morfologicas empleando las claves taxonómicas de Young y Duncan (1994) y se 
mantuvieron a - 4°C hasta su procesamiento de extracción 
Fig 12 Trampas de luz HP, colocadas dentro de la vivienda (domicilio) y atuera (pendomicilzo) 
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Fig. 13: Ubicación geográfica de las viviendas donde se realizaron las colectas de chitras en el domicilio y 
peridomicilio durante los meses del estudio Abril 201 0-Jun 2011. 
4.3 Extracción de ADN de pools de Lutzomyia spp. 
Una vez obtenida la composición de especies de Lulzomyla de las casas muestreadas, se 
seleccionaron aquéllas que serian almacenadas para la búsqueda de infección natural con 
Leishmania por PCR, de acuerdo con tres criterios: sus antecedentes como vector, su 
antropoflhia y su abundancia en el intra y peridomicilio. 
Una vez identificadas y separadas las especies antropofílicas, se procedió a iniciar la 
extracción de ADN de las hembras de las 3 especies más abundantes (Lulzomyla gomezi, 
Lu. panamensis y Lu. trapídoi), siguiendo el Protocolo DNA Extraction from Pooled 
Mosquito de Laney (2007), utilizando el Kit de QIAgen DNeasy Blood & Tissue. 
Las hembras fueron transferidas en grupos de 5-10 individuos (pool) por especie, en 
microtubos de 2 mi, donde se maceraron en una solución de 180 iti de PBS 1 X, solución 
acuosa de lisis de 20 III de Qiagen Proteinase K (PK) y 200 .t1 de Buffer AL (Kit QIAgen 
DNeasy), se incubaron las muestras a 70°C por 10 minutos y luego a 56°C por 1 hora, se 
transfirió el sobrenadante de cada muestra a un columna de DNeasy con 200 il de Etanol 
95%, luego fueron centrifugadas a 8,000 xg por 1 minuto, se agregó 500 j.1I de Buffer 
AW1, se centrifugó a 8,000 xg por un minuto, se agregó 500 il de Buffer AW2, se 
Primer 
del primer 
LITSR 	 10 pmol/pJ 
LS 85 	 10 pmol/pJ 
Secuencla del Primer producto (pb)  
300-350 pb 
	 5'CTGGATCA11TFCCGATG3 
300-350 pb 
	 ¶TGATACCACflATCGCACrr3' 
Concentración 	 Tamaño del e 
centrifugó a máxima velocidad por 3 minutos, al finalizar se transfino el contenido a un 
microtubo de 1 5 ml para resuspender el ADN extraído del pool, agregando una solucion 
de 250 gI de Elunon Buffer AE y las muestras fueron almacenadas a -20°C 
4.4 Amplificación por PCR ITS-I para detectar la Infección por Lezshmania spp 
Para la detección de Le,shman,a spp se utilizó un PCR que amplifica el espaciador de 
transcripción interna 1 (ITS-l), una región no codificante situada en el gen SSU rRNA, 
delimitada por los genes ¡SS y 5 85 Una cepa de referencia (2306) de Le panamensis, 
fue utilizada como control para estandanzar el tamaño de bandas del producto (300-350 
pb) que se debe obtener con los pnmers y así verificar la positividad (+) de los pools de 
flebótomos antropofilicos 
Este PCR detecta las diferentes especies de Leishman,a utilizando la región ITS-1 sobre 
el ADN extraído, debido a los altos nweles de vanación mter e rntra que se han 
observado en especies de Leishmarna del Viejo y Nuevo Mundo en el ADN de los 
espaciadores transcritos mternos (ITS 1 e ITS2) 
Para el análisis, las muestras fueron tamizadas usando los iniciadores (Marca IDT) 
descritos en el cuadro 1 (Cupolillo et al, 2009) 
Cuadro 1: Descripción de los Primer utilizados en el PCR ITS-1 
Las amplificaciones por PCR se realizaron en 25 gl de una solución que contenia 12 511I 
de PCR Master Mm 2x de Promega (incluye 50 unidades/ml de Taq DNA polnnei
-asa 
suministrado en un buffer de reacción patentada (pH 8 5), 400gM dATP, 4001tM dGTP, 
-4 
400gM dCTP, 400gM dTTP, 31nM M902), 1 25 gI primer LITSR 10 gM, 1 25 gI 
primer L5 8S lO jiM, 5 ji1 de agua destilada estenl y 5 gIde plantilla de ADN exiraido 
La amplificacion por PCR ITS-1 se realizó en un Tennociclador Applied Byosystem 
con las siguientes condiciones de amplificación un ciclo de desnaturalización a 95°C 
durante Smrn, seguido de 33 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 20s, hibridación 
a 53°C durante 30s y extension a 72 oc durante 1 mm, y un ciclo de extensión a 72 oc 
durante 6 mm Se utilizó corno control positivo DNA de Le (Viannia) panamensis (cepa 
de referencia) y agua como control negativo 
Los productos de amplificación se analizaron por Etecfroforesis en Gel de Agarosa al 
1 5%, utilizando TBE O 5X como buffer de corrida, teñida con 1 5 gI de Bromuro de 
Etidio La Electroibresis se llevo a cabo a 85 voltios por una hora, utilizando un 
marcador de ADN de Peso Molecular de 100 pares de bases (Promega) y los productos 
fueron vlsuall7ados en un transilummador de luz ultravioleta (UVP BioDoc-ft System) 
4.5 Amphficación por PCR Multipiex del Gen Cyt b del ADN mitocondrial pan 
determinar la Ingesta Sanguínea. 
Se utilizaron las muestras de ADN positivas para el PCR ITS-1 (grupos de flebotorninos 
infectados) para discriminar el tipo mgesta de sangre presente Las muestras fueron 
tamizadas usando tos iniciadores o cebadores (Marca Eurofins MWG Operon) de PCR 
para la amplificación de ta región del gen Citocromo b (Cyt b) del ADN mitocondrial 
(ÁDNrnt), de las especies de mamiferos utilizando el protocolo descrito por Kent y 
Norns (2005) Esta técnica de PCR Multiplex produce fragmentos de diferentes tamaños 
amplificados a partir de especies - específicos del gen del citocromo b, para diferenciar 
entre un selecto grupo de mamíferos como potenciales reservonos sangumeos usando e! 
ADN genómico extraído de tos flebotommos La sangre mgenda se identificara 
utilizando los siguientes cebadores o primer descritos en el cuadro 2 
Cuadro 2: Descripción de los Primer utilizados en el PCR Multiplex 
Primer Concentración 
del primer 
Tamaño del 
producto 
(pb) 
Secuencia del Primer 
UnRev 1025 50 pmol4il 623 pb 5 GGTFGET/GJCCTCCMTTCATGUA3 
Plg 573E 50 pmoI/I 453 pb 5 CCTCG GAG CCGTACATCTc3 
Human 741F 50 pmol/l 334 pb 5 GGCTTACTrCTC1-rCA,-rCTaCa3' 
Goat 894F 50 pmol/jil 132 pb 5CCTAATCTTAGTACTrGTACCCUCaC3 
Dog 368F 50 pmol4zl 680 pb 5 GGAAUGTACTAUA1-TCGGAACGAT3' 
Cow 121F 50 pmol/pJ 561 pb 5 CATCGGCAG&AATT1-AGTCG3 
Las amplificaciones por PCR se re*li72ron con 25 pl de una solución que contenía 
12 5pI de PCR Master Mix 2x de Promega (incluye 50 unidades/ml de Taq DNA 
polimerasa suministrado en un buffer de (pH 8 5), 400pM dATP, 400pM dGTP, 4001IM 
dCTP, 400pM dTTP, 3mM MgCl2), 05 pl UNREVI025 50 pM, 05 pl Pig 573F 50 
pM,05 lit 1-Juman74lF SOMMO5 ¡ti 
 Goat894F50pM,05pI Dog 368F5ogMo5 
pl Cow 121F 50 j.tM, 65 lit de agua destilada estéril y 3 pl de plantilla de ADN 
extraido 
Las muestras se incubaron con un ciclo de desnaturaiizacion a 95°C durante Smin, 
seguido de 40 ciclos de desnaturalización a 95°C durante ¡ mm, hibndacion a 56°C 
durante 1 mm, y extension a 72 oc durante 1 mm, y un ciclo de extensión a 72 oc 
durante 7 mm 
Los productos de amplificación se analizaron por Electroforesis en Gel de Agarosa al 
15%, utilizando TSE O 5X como buffer de corrida, teñida con 1 5 pl de Bromuro de 
Etidio La Eleciroforesis se llevo a cabo a 85 voltios por una hora, utilizando un 
marcador de ADN de Peso Molecular de 100 pares de bases (Promega) y los productos 
fueron visualizados en un transilununador de luz ultravioleta (UVP BioDoc-It System) 
Para las muestras que no presentaron una reacción positiva con la PCR multipiex, se les 
realizó otro análisis de PCR utilizando el protocolo de Fornadel y Norns (2008), que 
permite la identificación de la fuente de sangre a partir de extracciones de ADN 
parcialmente degradadas La sangre ingerida se identificó utilizando los cebadores o 
primer universales de mamiferos en general y de aves en general (Marca Eurofms MWG 
Operon) descritos en el cuadro 3 
Cuadro 3: Descripción de los Primer utilizados en el PCR de Mamífero y Aves en 
General 
Primer 
Concentración 
del primer 
Tamaño del 
producto (pb) Secuencia del Primer 
UnRey 1025 
UnFor 403 
GaIi,forme F 
Galliforme R 
50 pmol/sI 
50 pmol/pi 
50 pmoiflsl' 
50 pmol/pl 
623 pb 
623 pb 
300 pb 
300 pb 
5 GGTrG[T/GICCTCCUTG1
-I-A3• 
5 GAGGACAAATATCAUaGAGG3 
5 'ATrTCGGCTCCCTAUAGG3 
5 GTCCGATGTGAAGAGATGMGMGM3' 
Las amplificaciones para el PCR de mamífero en general, se realizaron en 25 111 de una 
solucion que contenía 12 5p1 de PCR Master Mix 2x de Promega (incluye 50 
unidades/ml de Taq DNA polimerasa suministrado en un buffer de reacción patentada 
(pH 8 5), 400pM dATP, 400pM dGTP, 400pM dCTP, 4001111 dflP, 3mM MgCl2), 0 5 
pl UNREV1O2S de 50 isM, 0 5 p1 UNFOR403 de 50 pM. 94 pl de agua destilada 
estén] y 
 2 pI de plantilla de ADN extraido Las condiciones del PCR fueron un ciclo de 
95 oc durante 5 mm, seguido de 36 ciclos a 95 oc durante 1 mm, 58 oc durante 1 mm, y 
72°C durante lm!n,yun ciclo final de 72 °C por 7mmy 41Chold 
Las amplificaciones para el PCR de aves en general, se realizaron en 25 pi de una 
solución que contenia 12 5p1 de PCR Master Mix 2x de Promega (incluye 50 
unidades/ml de Taq DNA pohmerasa suministrado en un buffer de reacción patentada 
(pH 8 5), 400pM dATP, 400pM dGTP, 400pM dCTP, 400pM dTTP, 3mM MgCl2), 0 5 
pl GalliFde5OpM,0s pl GallLRde50 ¡in 94 plde agua destilada estéril y2 pide 
plantilla de ADN extraído Las condiciones del PCR fueron un ciclo de 94°c durante 
Imin, seguido de 36 ciclos de 94°C porl mm, 52°c por! mm, 72°C por 1 mm y un ciclo 
final de 72°C por 7min y 4°C hold 
Los productos de amplificación fueron analizados por Electroforesis en Gel de Agarosa al 
1 5%, utilizando TBE O 5X como buffer de corrida, teñida con 1 5 iii de Bromuro de 
Etidio La Electroforesis se Hevó a cabo a 85 voltios por una hora, utilizando un 
marcador de ADN de Peso Molecular de 100 pares de bases (Promega) y los productos 
fueron visualizados en un Iransilunimador de luz ultravioleta (IJVP BioDoc-Lt System) 
4.6 Análisis de los Datos 
La abundancia relativa de las especies antropofilicas, se calculé como la proporción de la 
abundancia total de individuos correspondiente a cada especie y se empleo un análisis de 
correspondencia simple para medir la asociación de las especies antropofihicas con el 
domicilio y pendomicilio antes y despues de una termonebulización con insecticida Se 
eligió este método dada su capacidad para medir la asociacion entre los datos categoncos 
las especies antropofllicas (taxones), que se organizaron en columnas, formando una tabla 
donde las filas son los diferentes ambientes (Intradomiciho y Pendomicijio) antes y 
después de una intervención, cuya asociación entre las filas y columnas se quiere 
estudiar, este análisis se realizo con el Software Past versión 2 1 7c 
La Prevalencia de infección por Leishamnia spp para las especies de Lu:zomyw 
dominantes en nuestro sitio de estudio, se estimo para pool recogidos antes y después de 
las aplicaciones de termonebuhización con insecticida Se empleó el método de 
estimación de máxima verosimilitud desarrollado para el tamaño de pool desigual por 
Famngton et al (1992), que encaja fácilmente con los modelos lineales generalizados, 
con intervalos de confianza estimados invirtiendo la prueba de razón de verosimilitud 
(Speybroeck et al, 2012) Se empleó este método suponiendo que la sensibilidad y 
especificidad de la prueba de diagnóstico de Le,shman,a fueron casi 1, dado que nuestro 
PCR de diagnóstico es un estándar de oro (gold standard) comun para determinar 
infecciones de Le,shman,a spp (Miranda et al 2009) 
La asociacion entre las fuentes de sangre, la infección por Leishman,a spp, la ubicacion 
de la trampa (pendomicilio o domicilio), estado de la intervención (casas intervenidas o 
Ae 
control), el tiempo de recogida con respecto a la nebulización (pre-intervención, primera 
ronda de nebulizacion o segunda ronda de nebulización) se analizó mediante un análisis 
de correspondencia múltiple (Venables y Ripley, 2002) Se eligió este método dada su 
capacidad para medir la asociación entre las variables categóricas Debido a que la 
información de cada uno de los objetos de estudio, los pool de chflras, se organizó en 
filas formando una tabla donde las columnas son los diferentes factores cuya asociación 
se quiere estudiar, estos análisis se realizaron con el software Estadístico R versión 
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4.7 Aspectos Éticos 
Los habitantes de las viviendas donde se instalaron las trampas de luz HP fueron 
informados del objetivo del estudio y dieron su consentimiento firmado Todos los 
procedumentos llevados a cabo durante el estudio fueron aprobados por el Comité de 
Bioética de la Investigación del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud 
(561 /CNBIIICGES/06) 
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S. RESULTADOS 
S. 1 Composición y abundancia de las especies antropofihcas del género Lulzomyla 
en el domicilio y peridomicilio de las viviendas antes y después de la intervención 
con insecticida. 
En las 24 viviendas de la comunidad de Trinidad de las Minas, se colectaron durante un 
año 5,628 individuos de la subfamilia Phlebotommae, 2,357 en el miradomicilio y  3,271 
en el pendomiciho 
Un total de 5,623 individuos pertenecen al género tutzomyia França (1924) y  5 
individuos al genero de firumptomyia França y Parrol (192 1) Se lograron identificar 23 
especies de tutzomyia França (1924) en esta comunidad tu aclydifera (Fairchild y 
Hertig, 19521 tu campos! (Rodríguez, 1952), tu carpenteri (Fairchild y Hertig, 1953), 
Lu carrera: titula (Young, 1979), tu cruclata (Coqwllett, 1907), tu dysponeta 
(Fairchild y Hertig, 1952), tu flircata (Mangabewa, 1941), Lu gomas (N'tzulescu, 
1931), Lu gorb:tz: (Blancas, 1959), tu nordest,na (Mangabeira, 1942), tu olmeca 
bicolor (Fairchild y Theodor, 1971), Lu oval/es, (Ortiz, 1952), tu panamensis 
(Shannon, 1926), tu puncugenicu!ata (Flocb y Abonnenc, 1944), Lu sanguinaria 
(Fairchild y Hertig, 1957), Lu serrana (Damasceno y Arouck, 1949), Lu shannoni 
(Dyar, 1929), Lu trajiidoi (Fairchild y Hertig, 1952), tu trinidadensis (Newstead, 1922), 
Lu inramula (Fairchild y Hertig, 1952), Lu vesicifera (Fairchild & Hertig, 19471 Lu 
vesperhlion.s (Fairchild y Hertig, 1947), tu y!ephiletor (Fairchild y Hertig, 1952), y fi 
hamata (Fairchild y Hertig, 1947) 
Los resultados indican que en la composición de las especies de importancia médica en 
esta comunidad, predominan 6 especies aniropofihicas previamente incriminadas en la 
transmision de la Leishmaniasis cutánea en Panamá tu trajndoi, tu gomai, Lu 
panamensis, tu y!eph:!etor, Lu sanguinaria yLu carrera: titula (Cuadro 4) 
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Tabla 1: Composición y Abundancia Relativa de las especies antropofilicas colectadas en las 
viviendas de la comunidad de Trinidad de las Minas anta y después de una intervención quimica 
Especie 
Antropofilicas 
PItE 	 POST 	 u 
Intradomicilio 	 Peridomicilió.- Iiitiadomicdio 
	 Peridiiiicilio 
n 
¿u Impido, 13 22 777 339 35 
Lu gomezi 190 306 549 101 35 
Lit panamensis 99 418 88 362 29 
Lu carrera, Ihula 0 3 1 5 027 
Lu ylephiletor 0 0 2 13 045 
Lu sanguinaria 1 0 7 2 03 
TOTAL 303 749 1424 822 
Se destacan Lu trapzdoi (35%), La gomezi (35%) y  La panamensis (290/0) por la 
abundancia relativamente alta, cercana al 99% de las especies antropofihicas colectadas y 
su presencia en la mayoria de las viviendas muestreadas Las demás especies 
antropofilicas se presentaron con abundancias bajas, inferiores al 1% en las viviendas 
muestreadas 
El Analisis de Correspondencia Simple (ACS), muestra que antes de realizar una 
intervencion química con insecticida, Lu gomezi estaba asociada al miradomicilio y Lu 
panamensis con el pendomiciho antes de realizar la mtervencion Posteriormente luego 
de realizar las intervenciones, se asocia a Lu trapsdoi y Lu gomezi al intradomicilio, 
mientras que Lu panamensis mantuvo su presencia en el pendomicilio (Fig 14) 
El análisis muestra que las especies con abundancias bajas, La carrera; ihula y Lu 
ylephdetor, estaban asociadas al pendomiciho antes y despues de la intervención 
Mientras que Lu sanguinaria, estaba muy asociada al miradomiciho después de la 
intervención 
as 
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Fag 14 Análisis de Correspondencia Simple (ACS), de las especie antropofihicas asociadas al ambiente 
M inundomaciho y pendomicilio antes (Pre) y despues (Post) de una intervención con insecticida. 
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5.2 Prevalencia de infección con Lelshmania spp. mediante el PCR ITS-1 
De los 455 pools de Luizomy:a analizados mediante PCR ITS- 1 con iniciadores 
específicos, se obtuvieron 164 pool positivos que correspondían a las especies más 
abundantes de flebotominos antropofilicos de LC en la comunidad Lutzomyia trapido:, 
Lu gomezi y Lu panamensis y adicional 89 pool positivos para las dos especies 
zoofihcas más abundantes Lu ir:ramula y Lu dysponeza (Fig 15) Anexos (Fig 24 y 
25) 
Fig. 15 Eleotroforesis de los productos amplificados mediante PCR ITS-1 pan detectar infección por 
Le,shmarna spp carril 1 marcador de peso molecular lOO pb (Promega), carril 2 Control positivo de Le 
panamensir, carnl 4 pool de tu gomezi, carril 5 y  6 pool de Lu trapdoi, carril 7 pool de Li, inramula, 
carril I3 pool deLu panamenn,carnl 14, 15  l6 pool deLu srapvdoi,carnl Is Control negativo 
Se estimó la prevalencia de infeccion por Le,shman,a spp y otros tnpanosomátidos a 
través de un análisis de máxima verosimilitud, con intervalos de confianza del 95% (IC), 
a partir de pools de tamaño variable (Tabla 1), la ultima columna indica que no hubo 
cambios significativos (NS) en la prevalencia de la infección antes (Píe) y después (Post) 
de la nebuhzación en las poblaciones de Lu gomezi, Lu panamens:s y Lu dysponeta, 
pero si hubo una disminución en la prevalencia de infección después (Post) de la 
nebulización en la especie de Lu impido: Y también se observó un aumento de la 
prevalencia de infección después de la nebuhzacion en los pooles de Lu iriramula 
çn 
Tabla 2. Prevalencia de infección por Lenhmania spp. y otros tnpanosomátidos. en pools de 
Lutzomyia antes y después de la aplicación de dos rondas con termonebulrzación con insecticida 
deltametnna 16 mg a.Lm41 en Trinidad de Las Minas, Panama 
Pre-nebulrzación 	 Post-Nebubzac.ón 
Especies Prevalencia Número Número de Prevalencia 	 Número de Número de CI] 	 de 	 SP 	 195% Cli 	 Pools 	 SP 
Pools 
Cambi 
Lutzornywgomezi 	 002210 010. 
(Nitnzlescu) 	 00401 
Luizomylaimpidos 	 018910061. 
(Fautinid and Hertg) 	 03981 
Lctzomyiapwrwnensis 	 0012(0004- 
(Shannon) 	 00251 
Lurzomyla dysponela 
(Fauchild aS Heitg) 
Lulzomyla inramida 
(Faarchdd anA Hcrtig) 
Total 
44 	 394 
9 	 28 
48 	 443 
22 	 163 
65 	 608 
188 	 1636 
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[
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0033[0022- 
00471 
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o ] 
001810007-
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035] 
0 040 [0 007- 
01171 
o 193 [0 111- 
0 3041 
0038[0029- 
00471 )  
59 	 405 	 NS 
106 	 891 	 Duzninu 
53 	 408 	 NS 
18 	 51 	 NS 
23 	 III 	 Aumento 
259 	 1866 	 NS 
0 057 [0 026- 
01041 
0023 [0 0i2- 
0 0381 
002510018- 
00341 
'Estadísticamente significativo (P<0.05) 
Por medio de un analisis de correspondencia múltiple (ACM) se evalué la asociación 
entre especies de flebotommos, los resultados de la PCR, la presencia de sangre de 
vertebrados en los pools, el tiempo respecto con la intervención de nebuhzación, si la 
casa donde los pools de flebotommos fueron colectados se nebulizó, si las muestras eran 
del domicilio o pendomicalio Estos resultados se pueden observar en la fig 16, en la 
misma se muestra que los pool de flebotominos con sangre eran mas propensos a ser 
positivo al PCR de Le:shmania spp, y tienden a ocurrir más a menudo en las casas 
control que en las casas nebulizadas 
Las especies que eran más propensas a tener parásitos en sus pool fueron Lii trapido: 
colectada dentro de las casas control despues de la nebulización y Lii triramula 
colectada en el pendomiciho de las casas control antes de la nebuhzación Por el 
contrario, los pool de Lii gomezi. Lii dysponeta y Lii pan amensis tenian más 
probabilidades de estar libre de parásitos, no tener sangre, especialmente cuando se 
colectaba dentro y alrededor (pendomicilio) de las casas mtervemdas 
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Fig 16 Análisis de Correspondencia Mulftple (ACM) considerando las especies de Luftomyzo (Lu), medio 
ambiente mutreado (Env, Per = pendomicilio, Dom = Domicilio), tiempo en relacion con la nebulización 
(Pre= anta de la nebulización. Post después de la nebuhzación), el estado de la Intervención de la casa 
focal (Cont = Control, Fog = nebulizada), PCR de diagnóstico de Leishmanio spp (Leish, Pos = positivo, 
Neg = negativo), el contenido de sangre de cualquier especie de vertebrados (sangre, Pos = positiva, Neg = 
negativo) de los pool de Lutzomy,a analizados 
5.3 Tipos de Ingesta Sanguínea utilizando el marcador Citocromo B (Cyt b) de 
vertebrados. 
En la detección de mgesta sangumea mediante PCR Mulilplex se observó que los pool 
positivos de Lutzomyia, todas las especies se alimentaban de aves y perros Los pools de 
Lu dysponeza y Lu inramu/a no tenían sangre de humanos, mientras que las 3 especies 
antropoflhcas más abundantes Lu lrapidoi, Lu gomai y Lu panamensis, se alimentaron 
de sangre humana (Tabla 2) 
Además, se observó la capacidad de estas especies de alimentarse de una variedad de 
especies de hospederos y mostrar los perfiles de alimentación mezclados Lu frapulo' 
(cerdo + humano + cabra/ Perro + humano), Lu gomezi (perro + vaca + cerdo/ cerdo + 
humano/vaca ± cerdo/ perro + humano), Lu panamensis (perro + ave! perro + cabra! 
cerdo + cabra! humano + cabra) Mientras que las especies zoofihcas Lu Inramula 
(perro + cerdo! vaca + cerdo! cerdo + cabra! ave + cabra) y Lu dysponeia no mostro un 
perfil de alimentación mezclado (Anexo Fig 26-29) 
Tabla 3 Números de pools asociados a diferentes Fuentes Sanguíneas para cada especie de 
flebotommos 
Especies Vei tebrados Perro Vaca Cerdo Humano Cabra Ave 
Luzzomywgomev(Nitzulcu) 34 7 6 14 4 0 10 
Luizomyzo impido¡ (Fairchild aM Hertig) 22 3 0 1 11 4 7 
Lutwmywpanamensvs(Shannon) 14 4 1 3 3 7 2 
Luftomyza ~neta (Fairchild and Hertig) 11 1 0 0 0 8 2 
Luizomyw tnmmula (Fairchild Md Hertig) 29 4 3 20 0 5 2 
Total 110 19 10 38 18 24 23 
El análisis de asociación entre las fuentes sangumeas y la infección por Leishmarna spp 
detectado por PCR (Multiplex e frS-1), mediante un Análisis de Correspondencia 
Multiple (ACM), indicó que Lu trapidoz y Lu inramu/a fueron las especies más 
propensa a estar infectada por parásitos, que sus pools estaban principalmente asociados a 
la mgesta de sangre de aves (Lu zrapzdoz y Lu Iriram u/a) y humanos (La trapuloz), 
mientras que los pools de Lu gomez: están asociados principalmente a la sangre de cerdo 
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En la mayoría de los pools de Lu panamensis y Lu Dysponeta, la mgesta sanguinea 
estaba asociado a las cabras y eran más propensos a ser negativos al lCR de infección 
(Fig 17) 
Fig 17 Análisis de Correspondencia Múltiple considerando las especies de Luizomyza (Lu), PCR. 
Diagnóstico de Inhman,a spp (Leish) y la mgesia de sangre de los siguiente hospederos Humano, Vaca, 
Perro, cabTa, Cerdo y aves de los pool de flebotorninos analizados 
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6. DISCUSIÓN 
La infección natural es uno de los criterios más importantes en la mcrlmmación de una 
especie de Lutzomyw como vector de Lezshmarna (KiIIick-Kendrjck, 1990) y es el que 
presenta mayor dificultad en su demostración (Young et al, 1987, Kreutzer et al, 1991) 
Actualmente, la PCR es una técnica de alta sensibilidad utilizada con frecuencia en los 
estudios epidemiológicos de leishnianiasis para la deteccion e identificación del parásito 
en pacientes, reservonos y vectores Es con esta metodología como se ha logrado detectar 
la infección natural por Lezshman,a en vanas poblaciones de flebótomos en Argentina, 
Bolivia, Brasil, Colombia, México, Panamá, Perú y Venezuela (Pérez et al, 1994, Torres 
et al, 1998, Rodriguez et al, 2002, Jorquen et al, 2005, de Pita-Pereira et al, 2005, 
Córdoba et al, 2006, Paiva et al, 2006, Perruolo et al, 2006, Oliveira-Pereira et al, 2006, 
Santamaría et al, 2006, Cochero et al, 2007, do Nascunento et al, 2007, Neitzke et al, 
2008; Marcondes et al, 2009, Miranda et al, 2009, Sánchez-García et al, 2010, Kato et al, 
2011, Valdivia et al, 2012, Vásquez Trujillo et al, 2013, Brito et al, 2014, Neit2ke-Abreu 
et al, 2014, Moya et al, 2015, Pereira-Junior et al, 2015) 
El presente estudio caracteriza un área hiperendémica de LC en Panamá, donde las 
especies antropoifhicas Lu trapidoi y Lis gomez, fueron las 
 más abundantes en el 
inlradomwilio de la mayoria de las viviendas evaluadas, mientras que Li, panamensis lo 
fue en el pendomicilio La especie Lu trapiálo, fue la que mas se capturó mgurgitada en 
el mb-adomicilio, indicando indirectamente su habilidad para alimentarse en el interior de 
las viviendas Previamente se reportó el comportamiento de picada de esta especies en 
Limbo-Cjamboa-Povincia de Panamá, utilizando cebo humano, determinando de esa 
manera su preferencia antropofilica (Tesh et al 1971) 
Por otro lado se demostró en esta especie una alta prevalencia de la infeccion con 
Leishmanyj spp (0 189) y un decrecimiento de la infección al implementarse una 
intervención química en el momento de los brotes En otro estudio realizado en Panamá, 
se ha determinado una alta prevalencia de infeccion por Lezshm anta (43 3) en especies de 
Lu trapidoi colectadas en ambiente boscosos (Azpurua et al 2010) Segun Anas et al 
(1985), Miranda et al (2002) y Silva y Castellón (2012), en las zonas donde la LTA 
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presenta un comportamiento endémico en Panamá, las tasas de infección son bajas, 
oscilando alrededor de 0-3%, que sólo se encuentra en las zonas de bosques que han sido 
sometidas a la fragmentacion, como el área de este estudio Es importante señalar que las 
tasas de infección en los insectos, pueden variar en ciertos ambientes, 
independientemente de la presencia de los hospederos vertebrados infectados en el sitio 
(Young y Anas, 1992) 
Anteriormente el estudio de Miranda et al (2009) había reportado la tasa general de 
infección natural con Lesshmansa en 103 pool de flebótomos de aproximadamente 0,46% 
Siendo Lu gomezi y Lu panamensis, las especies predommantes mcnminadas como 
vectores en las regiones de Gamboa (Distrito de Panama), Altos de Campana (entre los 
Distritos de Capira y Chame) y Santa Clara (Disinto de Arrmjan) 
En el pendomicilio también se encontraron individuos de Lu gomezi y Lu trapuio,, sin 
embargo Lu panamensis, es la que prevalece con una mayor abundancia hiera de las 
viviendas El poco contenido sanguíneo encontrado en estos especimenes, la baja 
prevalencia de infección y una alimentación variada, sugiere que su relación con la 
transmisión intradomiciliana necesita de estudios adicionales antes de ser aclarada 
Adicional de la invasión de los bosques, la presencia de animales domésticos y 
reservorios susceptibles, que han favorecido la ecología de la enfermedad en los 
ecosistemas humanos, contribuyendo a la aparición de brotes y epidemias de 
leishmaniasis (Hoyos-López et al, 2016) Estos aspectos favorecen la domesticación de 
las poblaciones de flebotominos compatibles con las especies de Le,shmarna, como 
ocurre con las especies de nuestro estudio que han demostrado su habilidad de adaptarse 
al ambiente doimcihar (Lu trapuioi y Lu gomai) y pendomiciliar (Lu panamensis) para 
alimentarse 
Por otro lado, Lu triramula y Lu dysponeta, especies consideradas zoofi licas, fueron 
capturadas frecuentemente en el pendomicilio Hasta el momento estas especies no han 
sido incriminadas en la transmisión de leishmaniasis en América Sin embargo, debe 
Sr, 
destacarse que algunos pools de ambas especies resultaron positivas (PCR-ITS) en 
nuestro estudio El significado de este hallazgo en la ecoepidemiologi a de la LC en esta 
region del pais debe ser investigado Lu Inramula se encuentra agrupada en el 
subgénero Trichopygomyza Este subgénero se caracteriza por tener individuos que se ven 
atraidos por la luz (Young & Duncan 1994) La importancia médica del subgénero es 
desconocida debido a que las hembras no son antropofilicas Hashiguchi et al (1992) 
capturaron miembros de Trzchopygomyia utilizando cebo humano en un área 
hiperendemica a leishmaniasis en Paraguay Sin embargo, hasta donde conocemos estas 
especies no han sido capturadas con cebo humano en ninguna región de Panama 
(comunicación personal con el Sr Roberto Rojas) 
La observación de tamaños de la banda 500 a 900pb en el PCR de Lu triramula indica 
que podría estar amplificando otra especies de la ffimilia Tnpanosomatidae, debido a que 
el ITS-1 puede discriminar entre los grupos de Leishmanza y de otros tnpanosomatidos, 
en una muestra (Mahmoudzadeh-Niknam et al 2011) por lo que se debe considerar los 
componentes de la microbiota del estómago de los flebotominos (Killick-Kendnck et al 
1974) 
Por lo que, se considera que el balance entre estas dos conductas alimentanas 
(antmpofllicas y zoofllicas), debe jugar un papel importante en la dinámica de 
transmisión de las Leishmaniasis, al ser las especies zoofihcas las que introducen la 
Leishmanza en los ambientes sinantrópicos, y luego las especies antropoflhcas esparcen 
la mfeccion a los humanos (Chaves y ¿dIez, 2004) 
La detección de Leishmanza en Lu gomezi, Lu panamensis, Lu irapulot fueron 
realuadas en el pasado mediante la técnica de precipitación de pectina, en la cual se 
determiné su infección natural, criterio importante para la incriminación de una especie 
como transmisor vector de LC (Kilhck-Kendnck, 1990) Actualmente, con marcadores 
moleculares más específicos y sensibles se ha logrado ampliar fragmentos parciales de 
regiones de genes, siendo de alta sensibilidad para los estudios epidenuológicos de LC y 
en la detección e identificación del parásito en pacientes, reservorios y vectores 
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(Quaresma et al 2012) En este sentido, el análisis de la región ITS-1 nos permuto 
evaluar la mfeccion natural antes y después de una mtervencion con insecticidas, 
observándose un decrecimiento de individuos infectados De esta forma, se recomendaría 
que la forma de aplicación de insecticida durante los picos de abundancia es importante 
para disminuir el nesgo 
Lii trapidoi es un vector confirmado de Le (1") panamensis en vanos focos de 
transmisión de leishmaniasis cutánea en Colombia, Panania y Ecuador, en cuanto que Lu 
gomez:, es considerada como probable vector en vanas regiones endemicas de 
leishmaniasis cutanea en Colombia (Bejarano et al 2002, AfIez et al 2012, Gómez et al 
2014) Ambas especies han sido relacionada en la transmisión Le brazdiensis y Le 
panamensis en perros en Colombia (Vélez et al 2012) Referente a Lii panamensis 
presenta una amplia distribución, es antropofilica y vector comprobado de Le (y) 
panamensis en Panamá, también, ha sido incriminada en la transmisión de Le (y) 
braziliensis en Venezuela y encontrada con flagelados no identificados en Ecuador 
(Chnstensen et al 1983, Hashisushi et al 1985, Walter et al 1989, Jaramillo et al 1995) 
De las demás especies encontradas se resaltan otras con antecedentes vectoriales 
(reportadas en Belice, Colombia, Ecuador, Guatemala, México y Venezuela) como Lii 
o/meca bicolor que esta implicada en la transmisión de parásitos del genero Le:shm anta 
en Latmoarnénca (Gnmaldi y Tesh, 1993, Maroli et al, 2012) Lii oval/es, que en 
Panama es señalada como vector sospechoso porque fue hallada infectada con flagelados 
no identificados (Chnstensen et al, 1983, Feliciangeli et al, 1988, Young y Duncan, 1994, 
Barrios et al, 1994, Cabrera et al, 1999, Nieves et al, 2004, 2012) y Lii shannon, es un 
vector comprobado de virus de la estomatitis vesicular y un presunto vector de la 
leishmarnasis visceral, se alimenta de mamíferos, incluyendo seres humanos, y se ha 
reportado que puede transmitir leishmaniasis visceral en perros, hamsters y otros 
mamíferos (Lawyer and Young 1987, Young y Duncan, 1994, Ferro et al 1998, Travi et 
al 2002, Schantz 2007), sin embargo, por su baja abundancia (menor al 5%) se descarta 
que estas especies puedan estar mvolucradas en la transmisión de la enfermedad en 
ambientes asociados al domicilio en nuestro estudio 
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Basándonos en su comportamiento alimenticio se puede dilucidar las implicaciones en la 
transmisión de patógenos al hombre y aminales domésticos o silvestres (Palatnik-de-
Sousa y Day, 2011) En la actualidad los estudios que evaluan el habito alimenticio de 
insectos hematófagos mediante herramientas moleculares han mostrado ser muy 
eficientes para identificar la especie de la fuente alimenticia y posible reservono (Ruiz, 
2011) 
Adaptamos la metodologia de PCR para los mosquitos descritas por Kent y Noms (2005) 
y Ngo y Kramer (2003), para identificar las mgestas de sangre de las chitras colectadas en 
un área rural endémico a la transmisión de leishinaniasis Esta metodología se desarrolló 
para la identificación del reservorio mediante la extracción de ADN usando pools de 
flebotominos para el posterior PCR Nuestros resultados se comparan favorablemente con 
los descrito por Haouas et al (2007), donde extrajeron el ADN genómico de 
flebotomrnos utilizando un mini kit de ADN de sangre QiaAmp y demostraron que el 
ADN era detectable en los flebotommos hasta más de 48 h después de la ingesta de 
sangre 
Para aquellas muestras, donde no se logró la identificación del ADN del reservono 
vertebrado, el ADN podría haber sido insuficiente para la amplificación, el proceso de la 
digestión puede haber desnaturalizado el ADN o los flebotommos pueden haberse 
alimentado de un animal no incluido en el análisis, como también lo reporto el estudio de 
Brazil et al (1991) Esto puede ser debido a que las chitras ingieren cantidades 
mmusculas de sangre y no puede ser suficiente ADN del reservono, especialmente en las 
chitras parcialmente alimentadas (Rogers et al, 2002) Kent y Norris (2005) mostraron 
que al menos 50 ng era necesario para una amplificación visible En nuestras 
amplificaciones por PCR, desde 10 ng era suficiente para la visualización de la banda 
utilizando extracciones de ADN genómico de los pool que resultaron positivos 
Lii trapido, fue la especie con mayor asociación a ingerir sangre de humanos y de aves 
como segunda opcion en nuestro estudio Un estudio realizado en áreas boscosas en el 
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Limbo y Aguacate (Panaina Centro), indicaba que el 70% de la ahmentación de Lu 
trapuioi era roedores, primates y desdentados, los órdenes de mamíferos encontrados 
infectados más frecuentemente con Le braziliensis (Tesh et al, 1971) 
Mientras que Lu gomezi, presentó una mayor asociación de ingerir sangre de cerdo, aves 
y perro como primeras opciones antes de ingerir sangre humana segun los resultados 
obtenidos en este estudio Esto es contrario a los reportes de que Lu gomezi exhibe una 
marcada apetencia a picar al humano en lugares como en los alrededores del domicilio 
humano, o en las zonas deforestadas, donde la vegetacion es escasa (Porter y De Foliafl, 
1981, Feliciangeli, 1987 y 1997, Valderrama et al, 2014) 
Esto sugiere que esta especie vectora se encuentra adaptada a los nuevos cambios medio-
ambientales, modificando su conducta de ahmentacion, por lo que los patrones de 
transmisión de LT también pudieran ser cambiados En este sentido, en Panamá se 
reporta que las poblaciones de Lu gomezi se adaptan facilmente a picar a un rango más 
amplio de vertebrados, tanto en ateas pendomiciliares como mtradomicihanas, lo que 
hace que su control sea más complicado (Saldaña et al 2013, Valderrama et al 2014) 
Lu panamensis, presentó una mayor asociación de ingerir sangre de cabra como primera 
opcion y luego sangre de humano, es una especie de flebotommos considerada 
antropofilica, pero tambien se alimenta de otras fuentes, especialmente de roedores 
(Contreras, 2013, Dutan y Loaiza, 2014, Feliciangeli, 2014) 
Lu dysponeta, presentó una mayor asociación a la mgesta de sangre de cabra en nuestro 
estudio y Lu Iriram u/a, presento una mayor asociación de ingerir sangre de cerdo En 
Panamá se le tienen como una especie de hábitos zoofllicos, que se capturan en 
ambientes peridomiciliares y domiciliares, siendo anidas por la luz, asi como también en 
bosques primarios (bosque húmedo tropical, bosque muy húmedo tropical) como en áreas 
de cultivo (Valderrama el al, 2008, Chaves el al, 2013, Cazorla-Perfem, 2015) 
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Tanura et al (2015) reporto la presencia de más de una fuente de sangre en algunas 
hembras, reforzando el eclecticismo en la alimentación de estas especies, lo que 
demuestra que estos flebotominos normalmente ajustan su patrón de alimentación de 
acuerdo a la disponibilidad de hospederos Esto también se observó en nuestros 
resultados con los poois analizados, donde se detectó sangre humana en los pool de Lu 
gomez:, Lu trap idoi y Lu panamensis, lo que demuestra su comportamiento 
antropofilico Ademas, la capacidad de alimentarse de una variedad de especies de 
hospederos y mostrar los perfiles de alimentación mezclados (cerdo + humano/ perro + 
humano/ cabra + humano/ vaca + cerdo/ perro + ave/ perro + cabra/ cerdo + cabra) 
refuerza su papel como los principales vectores de LC en esta comunidad de Panamá 
Oeste 
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7. CONCLUSIONES 
Se encontró una amplia diversidad de especies del género Lutzomy:a en la comunidad de 
Trinidad de las minas y de esa diversidad se identificaron 6 especies antropofilicas 
mcnminadas en la transmisión de la LC 
Los resultados confirman la infección con Leshman:a spp en las principales especies de 
flebotonunos antropoflhcos (Lu trapido:. Lu panamensis y Lu gomez:) encontradas en 
el domicilio y pendomicilio de la comunidad de Trinidad de Las Minas, en el distrito de 
Capira 
Lu trapulo: lite la especie más propensa a estar infectada por Leshmania spp (alta 
prevalencia de 0 189), y  sus pools estaban principalmente asociados a la ingesta de sangre 
de humanos y aves 
El análisis de los pooles en cuanto al tipo de ingesta sanguínea, indica que la mayoría de 
las especies de Lutzomy:a evaluadas se alimentaron de aves y perros y se detectó sangre 
humana en los pool de Lu gomezi, Lu trapido: y Lu panamensis, lo que reafirma su 
comportamiento antropofilico 
Existe una relación entre las especies antropofihicas de Lutzomyza con la tasa de míeccion 
y el tipo de ingesta sanguínea, antes y después de una intervención con insecticida Tal 
como se observo al disminuir la tasa de prevalencia de infección de Lu trapulo: 
Estos resultados sustentan la importancia de implementar una vigilancia activa utilizando 
estos parámetros, para predecir brotes y desarrollar nuevas estrategias de control o 
integrar las existentes para reducir los casos de leishmaniasis cutánea en Panamá 
S. RECOMENDACIONES 
En los últimos años la domiciliación de la transmision de la leishmaniasis se ha reportado 
de manera frecuente en Latmoaménca, lo cual fue muy discutido por Campbell et al 
(2001), Calzada et al (2013) y Hoyos-Lopez et al (2016), que presentan posibilidades de 
control a nivel doméstico Sin embargo, para que las medidas de control sean exitosas se 
recomienda que, ademas de la definición de los vectores, se estudien parámetros de 
comportamiento como la actividad horana de picadura, la endofilia de cada vector, los 
sitios de cría, con el fin de identificar las areas de emergencia más probable y para 
generar una estrategia de prevención para esta enfermedad en nuestro país 
También recomendamos realizar otros estudios de detección de las especies de 
Leishmanza presentes en las poblaciones de Lutzomyia de esta región del pais con otros 
marcadores moleculares (por ejemplo kDNA, HSP70, ITS-2, RFLP) 
Sena interesante investigar el papel que juegan las especies zoofihicas de Lulzomyia en la 
dinámica de transmisión de la Leishmaniasis en esta region donde se reportan casos de 
lesiones 
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ESTATUS DE LA ENDENMICJDAD DE LA LEISHMANIASJS CUTÁNEA EN 
EL MUNDO 
Fig. 18. Distribución Global de la Leishrnaniasis cutánea en el 2012 (Fuente: "O-NTD, 2013). 
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CARACTERISTICAS DE LA COMUNIDAD TRINEIMI) DE LAS MINAS, CAPIRA. 
Fig. 19: Actividades realizadas en la comunidad de Trinidad de las minas durante el estudio, charlas de 
docencia a los estudiantes y padres de familia sobre la prevención de la leishmaniasis y sus vectores, 
colocación de trampas de luz para las colectas de las chitras. 
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EQUIPOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO PARA EL ANALISIS DE LAS 
CHITRAS 
. PROCESO DE EXTRACCIÓN DE ADN 
Fig. 20: Proceso de extracción de ADN se realizo en una Cabina de Bioseguridad, utilizando los siguientes 
insumos y equipos: Vortex, Tubos Eppendorf, Puntas con filtro, Micropipetas, Microcentrifuga, kit de 
extracción de QiaGen, Baño maría, Biofotómetro (medir la concentración de ADN final obtenido), 
Congelador (para almacenar el ADN). 
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• PROCESO DE PREPARACION DE LA MEZCLA DE REACCIÓN PARA 
PCR 
Fig. 21: La preparación de la mezcla de reacción para el PCR, se realizo en la Cabina de Bioseguridad de 
PCR y se llevo a cabo en un Termociclador marca Applied Biosystem. 
• PROCESO DE ELECTROFORESIS 
Fig. 22: Proceso de eleciroforesis se realizo con la preparación de gel de agarosa al 1.5 % en Buffer TBE 
0. 5X, corrida electroforética a 85 Voltios por una hora. 
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ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE MAXIMUN LIKELIHOOD 
Figure 23 Analisis fitogenético realizado por el método de Maximum Likelthood para inferir en la relación 
filogenética de nuestras muestras Este método se baso en el Modelo Kimura-2 parámetros, soportado por 
un Boostiaps de 500 repeticiones, infiriendo que la infección positiva del PCR ITS-1 de los pool de Li, 
gomen, Lu trapidoi y Lu ¡xznamensss están muy relacionados con la especie Le:shmwna sp Y 
posiblemente la infección mostrada por Lis inrainula, esté relacionada a algun tipo de Leishmanza En 
contraste con la mfeccion encontrada en Lu dysponeta que puede ser de otro tipo de Tiypanosomatides 
como (Leplornona, Tiypanosoma, Cnihsdsa) El análisis fue realizado por MEGA 6 
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PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR PCR ITS-1 
Fig 24 Electroforesis de productos amplificados por PCR ITS-1, pata detectar infección por Lersh,anw 
spp carril 1 marcador de peso molecular 100 pb (Promega), carril 2 Control positivo de Le panwnens,s, 
carril 3,4,7 y8  pool de Di gomez,, carril 9 pool de Lis jvnamens:s, caml 11 Control negativo 
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PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR PCR ITS-1 
Fig 25 Electroforesis de productos amplificados por P01 ITS- 1, pan detectar mfección por Leishmarna 
spp carril 1 marcador de peso molecular 100 pb (Promega), carril 2 Control positivo de Le panwnenszs, 
carril 3-6 pool de Lv impido¡, carril 8 pool debí gomen, carril 10-11 pool de La erapidot, carril 12 pool 
de Lu panamensis, carril 15 control negativo 
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PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR PCR MULTIPLEX 
Fig. 26 Electroforesis de productos amplificados por el PCR Multiplex pan detectar la mgta sanguínea 
de los pool de cintas caml 1 marcador de peso molecular 100 pb (Promega), carn1 2 pool de La 
panamensss,caml IO pool deLu gomezs,caml 11. I4y I8 pool deLu irapidos 
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PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR PCR MULTIPLEX 
Fig 27 Electroforesis de productos amplificados por el PCR Multiplex pan detectar la tngesta sangumea 
de los pool de chinas carril 1 marcador de peso molecular lOO pb (Promega), caml 2 pool de Lu gomezi, 
caml 4y6 pool de Lu tnramula, carril 7 pool de La gomezi, carril 9 peo! de La twiamenszs, carril 10 
pool de Lu dysponeta, caml 18 control negativo 
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PRODUCFOS AMPLIFICADOS POR PCR PARA AVES EN GENERAL 
Fig 28 Eleclroforesis de productos amplificados por el PCR pata aves en general carril 1 marcador de 
peso molecular 100 pb (Prome), carril 9-12 pool de La gomezi 
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PRODUCTOS AMPLIFICADOS POR PCR PARA AVES EN GENERAL 
Fig 29 Electroforesis de productos amplificados por el PCR para aves en general carril 1 marcador de 
peso molecular 100 pb (Promega), carril 4-5 pool deLu ¡rapado:, carril 9y II pool de Lu gomezi 
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